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摘要 : REKE Monolepta hieroglyphica (Motschulsky ) ¿ë A 2001 年 以 来 在 我 国 北方 为 害 玉米 呈 加 重 趋势 的 
一 种 害虫 。 为 初步 探讨 中 国 北方 不 同 地 理 种 群 间 和 种 群 内 该 害虫 的 遗传 分 化 程度 、 遗 传 多 样 性 以 及 基因 流水 平 ， 
对 来 自 中 国 北方 的 26 个 不 同 地 理 种 群 的 线粒体 CO H (细胞 色素 C 氧化 酶 亚 基 工 ) 基因 片段 序列 的 核 苷 酸 多 态 性 
进行 了 人 研究。 结果 表明 : 在 515 头 个 体 的 长 度 为 484 bp CO 片段 中 共 发 现 了 28 个 变异 位 点 和 15 种 单 倍 型 。 单 
倍 型 间 的 系统 进化 分 析 发 现 , 15 种 单 倍 型 主要 分 为 两 大 分 文 。 总 种 群 单 僧 型 多 样 性 指数 Hd 为 0.257, 种 群 内 单 
倍 型 多 样 度 在 0. 100 ~0.515 范围 内 。 总 种 群 的 Fst 为 0.585 ,Gst 为 0.417, 基因 流 Nm 为 0.35。AMOVA 分 子 变异 
分 析 结 果 发 现 , 双 斑 长 足 董 叶 甲 的 遗传 分 化 主要 来 自 种 群 之 间 ， 占 方差 比率 的 58. 58% 。 实 验 总 种 群 及 大 部 分 种 
群 的 中 性 检验 符合 中 性 突变 , 说 明 我 国 北方 双 斑 长 足 苔 叶 甲 在 近期 没有 出 现 种 群 扩张 现象 。 人 研究 结果 揭示 中 国 北 
方 双 斑 长 足 曹 叶 甲 不 同 地 理 种群 间 基因 流水 平 低 , 种 群 间 已 发 生 明 显 的 遗传 分 化 , 分 化 主要 来 自 种 群 之 间 。 
关键 词 : 双 斑 长 中 但 叶 甲 ; 线粒体 CO TL; 地 理 种 群 ; 遗传 多 样 性 ; 遗传 分 化 
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Genetic diversity of geographic populations of Monolepta hieroglyphica 
( Motschulsky ) ( Coleoptera. Chrysomelidae ) from North China 


estimated by mitochondrial CO II gene sequences 

LIANG Ri-Xia", WANG Zhen-Ying""', HE Kang-Lai, CONG Bin"*, LI Jing (1. College of 
Biological Science and Technology, Shenyang Agricultural University, Shenyang 110161, China; 2. 
State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese 
Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China) 

Abstract: Monolepta hieroglyphica ( Motschulsky ) ( Coleoptera: Chrysomelidae ) has become more 
serious on maize in some maize planting areas of North China since 2001. To investigate the level of 
genetic diversity, genetic differentiation and gene flow among different populations and within populations 
of M. hieroglyphica in North China, partial sequences (484 bp) of mtDNA CO [I ( mitochondrial 
cytochrome oxidase subunit || ) gene in 26 geographic populations from North China were sequenced and 
analyzed. In the total 515 individuals, 28 variable sites and 15 haplotypes were observed. Phylogenetic 
tree of 15 CO lÍ haplotypes exhibited two main clusters. The mean haplotype diversity of all populations 
was 0.257 , varied from 0. 100 to 0. 515 within populations. The overall Fst value was 0. 585, Gst was 
0.417, and the average gene flow ( Nm) among the 26 populations was 0. 35. Molecular variance 
(AMOVA) analysis indicated that a high proportion of the total genetic variance was attributable to 
variations among populations (58. 5896). The Tajima’ s D neutrality test results suggest that for M. 
hieroglyphica in North China there might be no population expansion. These results indicate that the level 
of gene flow among different populations is very low, and there is obvious differentiation among M. 
hieroglyphica populations in North China. 
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genetic differentiation 
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XX $E K MH æ IF HH Monolepta hieroglyphica 
( Motschulsky ) JÆ $5 *B H ( Coleoptera), IH FH Æ} 
( Chrysomelidae) , — ER Æ 1 fV, UMRA, TET 
RRRA (BEM, 1992), i HufEdRESIA B] Z, 
国外 则 在 东亚 和 东南 亚 很 多 国家 分 布 , 寄主 作物 有 
CER. 同时 还 取 食 多 种 杂 草 , 是 多 食性 害虫 ( 席 
佩 玉 等 , 1996) 。 近 年 来 对 玉米 和 棉花 等 农作物 的 
为 害 呈 加 重 趋势 (石河 等 , 2005; 王立 仁 等 ，2006 ; 
昌 昭 智 等 , 2007), 为害 区 域 和 面积 正 逐 渐 扩 大 , 已 
经 成 为 陕西 关中 、 了 山西、 河北 北部 、 北 京北 部 、 内 
绎 古 、 吉 林 、 黑 龙 江 和 辽宁 等 省 区 及 部 分 地 区 玉米 
和 新 疆 北 狂 槐 花 上 的 重要 害虫 。 目 前 国外 对 其 研究 
报道 甚 少 , 国内 也 仅仅 是 对 双 斑 长 蹄 至 叶 甲 的 形态 
学 和 生物 学 方面 做 了 些 研 究 。 双 斑 长 足 坚 叶 甲 卵 期 
AK.5HERBWOJSTGEHE, 中 旬 为 孵化 盛 期 。 孵 化 
后 的 幼虫 生活 在 土 中 ,以 杂 草 为 食 , Jü Er KA ËL 
植物 的 根 。 幼 虫 期 30 ~ 40 d, ZEUG CT E TEN, 
肾 期 7 ~ 10 dB, 1992). 7 H L AJ Du, pk rh 
为 害 玉米 ,8 月 下 旬 至 9 月 上 旬 进 入 为 害 高 峰 期 ， 
玉米 收获 后 迁 入 蔬菜 田 和 油 染 田 继续 为 害 。 成 虫 羽 
化 后 经 取 食 补充 营养 后 才 交 尾 ， 卵 散 产 或 几 粒 烙 在 
一 起 产 在 表土 中 , 9 月 上 旬 为 交尾 产 卵 盛 期 (王立 
仁 等 , 2006) 。 双 斑 长 足 虱 叶 甲 的 寄主 范围 已 从 原 
来 的 永 本 科 、 豆 科 等 问 锅 给 科 的 陆地 棉 扩 展 ( 陈 静 
等 , 2007) ; 成 虫 在 不 同 寄主 植物 间 取 食 存 在 差异 
(3S RI), 2009) ; 成 虫 在 22 - 31 C 范围 能 正常 
生长 繁殖 , 且 在 19 下 寿命 最 长 , 但 此 温度 不 利于 
该 虫 的 发 生 和 繁殖 等 ( 李 广 伟 等 , 2010). 
目前 ， 对 叶 甲 科 昆 虫 的 科学 研究 正 由 传统 的 外 
部 形态 学 研究 转 癌 细胞 学 、 分 子 生物 学 等 微观 领 
域 。 细 胞 学 和 分 子 生 物 学 作为 一 种 对 形态 学 和 生态 
学 等 基础 研究 的 一 种 补充 和 佐证 , 已 经 得 到 越 来 越 
多 的 研究 者 的 青睐 。 
目前 利用 分 子 生物 学 技术 进行 叶 甲 科 昆 虫 亲 毕 
关系 方面 的 研究 报道 甚 少 (Nokkala and Nokkala, 
2004) 。 为 了 明确 该 害虫 发 生 和 危害 加 重 的 内 在 原 
， 有 必要 从 害虫 种 群 遗 传 分 化 及 系统 发 育 方面 做 
深入 探讨 。 随 厦 分 子 生物 学 技术 的 广泛 应 用 , 分 子 
标记 技术 已 成 为 昆虫 分 子 系统 学 研究 中 的 一 个 新 热 
AC CFEM AE, 2002) 。 分 子 系统 学 应 用 于 昆 
虫 研究 方面 ， 主 要 包括 核 DNA 和 线粒体 DNA 
(mtDNA) ,其 中 mtDNA 基因 应 用 较 广泛 。mtDNA 
是 闭合 的 环 状 双 链 DNA, 具有 严格 遵守 母系 遗传 方 
式 、 进 化 速度 比 核 基 因 快 和 基因 组 成 高 度 保 守 等 特 


点 ， 因 此 在 动物 分 子 系 统 学 研究 领域 具有 一 定 的 优 
势 ( 陈 复生 等 , 2003) , mtDNA 现 已 被 广泛 用 于 昆虫 
系统 发 育 、 种 群 遗 传 变异 及 分 化 ,以 及 近 缘 种 的 鉴 
别 等 方面 的 研究 , 由 于 CO [基因 长 度 在 670 ~ 690 
bp 之 间 , 在 mtDNA 中 相对 其 他 基因 位 置 比 较 保 守 
(下 云 和 郑 哲 民 ，2005 ) 。 因 此 , 我 们 利用 线粒体 
COI (细胞 色素 C 氧化 酶 亚 基 开 ) 基因 作为 分 子 
标记 , 对 中 国 北方 部 分 地 区 的 双 斑 长 踊 莹 叶 甲 种 群 
进行 分 子 水 平 上 的 研究 ， 从 个 体 及 种 群 的 基因 遗传 
分 化 程度 和 基因 交流 水 平 来 探讨 该 害虫 危害 日 益 严 
重 的 内 在 遗传 因素 ,以 期 为 对 其 进行 合理 有 效 的 控 
制 提供 科学 的 理论 依据 ,并 为 今后 在 该 领域 进行 次 
入 人 研究 葛 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

本 试验 中 所 用 的 双 斑 长 足 萤 叶 甲 种 群 , 分 别 于 
2009 年 7 H -2010 年 9 月 采 上 自我 国 26 个 不 同 地 点 
的 玉米 田 或 大 豆 田 等 。 采 集 虫 态 均 为 成 虫 。 种 群 样 
本 量 、 采 集 地 点 和 寄主 等 详情 如 表 1 所 示 。 采 回 后 
单 关 甲虫 置 于 离心 管 ，- 80Y 保存 至 DNA 提取 。 
1.2 基因 组 DNA 的 提取 

用 1xTE(Tris-EDTA，,， pH 8.0) 缓 冲 液 于 冰 浴 
中 研磨 单 头 双 斑 长 足 营 叶 甲 , 使 用 组 织 / 细 胞 基因 
组 DNA 快速 提取 试剂 盒 ( 博 迈 德 公司 ) 提 取 DNA 
(具体 提取 过 程 按 照 试 剂 盒 说 明 书 步骤 进行 操作 ) 。 
提取 完成 后 取 3 pL DNA 于 1.0% 3 BE BS GE Jš Fi, Tk 
检测 提取 质量 , 检测 合格 后 - 207€ DRE HI CERE 
等 ,2010)。 
1.3 PCR 扩 增 及 产物 测序 
1.3.1 引物 设计 : 首先 根据 已 登录 的 叶 甲 总 科 及 叶 
甲 科 若干 昆虫 线粒体 CO 基因 的 部 分 序列 (GenBank 
登录 号 : DQ451678) 设计 特异 性 上 游 引 物 下 : 5'- 
GAGCATCTCCTITAATAGAACA-3'; 简 并 性 下 游 引 物 
R: 5'-ATTCTTTCWAHDACAATWGGTATAA-3'; 然后 
根据 测 得 的 部 分 种 群 序列 设计 特异 性 下 游 引 物 A: 
5'-GTATAAATGAGTGATTGGCTCC-! 以 及 测序 引物 
C: 5'-TGCTATAATAATTTTAGTAAT-3', 
1.3.2 PCR 扩 增 体系 及 反应 条 件 : PCR 反应 总 体 
系 为 25 uL, 其 中 包含 模板 DNA 1.0 RL， 上 7/ 下游 
引物 各 1.0 uL (10 pmol/L), ddH;,O 9.5 uL, 2 x 
Taq PCR MasterMix 12. 5 uL, PCR 反应 程序 : 94C 
预 变性 5 min; 35 个 循环 (94% 变性 4$ s, 53. 5C 退 
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R1 双 斑 长 叶莉 叶 甲 种 群 采 集 信 息 及 供 试 样本 量 
Table1 Collecting data and number of individuals tested of Monolepta hieroglyphica in this study 
种 群 代 码 采集 地 寄主 地 理 坐 标 ARN (EA) VEN 
Population code Location Host plants Geo-coordinates Collecting date Number of 
( year/month ) individuals tested 
BL 黑龙 江北 林 Beilin, Heilongjiang 玉米 Com ”46.75°N, 126.78°E 2009/08 20 
ZD BIK Zhaodong, Heilongjiang 玉米 Com 46.02°N, 125.90°E 2009/09 19 
LJ 黑龙 江 龙 江 Longjiang, Heilongjiang 玉米 Com 47.10°N, 123.02*E 2010/07 20 
NH 黑龙 江 讷 河 Nehe, Heilongjiang 大 豆 Soybean 48.48?N, 125. 020^E 2009/09 18 
NA 吉林 农安 Nong! an, Jilin 玉米 Com 44.20°N, 125. 12*E 2009/09 20 
JY 吉林 靖宇 Jingyu, Jilin 玉米 Com 42.30°N, 127.05*E 2009/09 20 
MHK 吉林 梅 河 口 Meihekou，Jilin 玉米 Com 42.63°N, 125.83*E 2009/09 20 
YS 吉林 榆树 Yushu, Jilin 玉米 Com ”44.50°N, 126.02*E 2009/09 18 
CY 吉林 昌 吧 Changyi, Jilin 玉米 Com 43.95°N, 126.45*E 2009/09 20 
YZ 辽宁 银 州 Yinzhou, Liaoning 玉米 Com 42.23°N, 123.78°E 2009/09 20 
TB 辽宁 沈阳 铁 北新 区 Tiebei, Shenyang, Liaoning “玉米 Com 41.90?N, 123.23*E 2009/09 20 
BP 辽宁 北 票 Beipiao，Liaoning 玉米 Com 41.38°N, 121.25°E 2009/09 20 
WFD 辽宁 瓦 房 店 Wafangdian, Liaoning 玉米 Com ”39.67°N, 121.90°E 2009/09 20 
FC 辽宁 凤 城 Fengcheng, Liaoning 玉米 Com 40.13°N, 124.37*E 2009/09 20 
YJH 内 蒙古 伊 金 霍 洛 Yijnhuoluo, Inner Mongolia ”玉米 Com 39.52°N, 109. 73^E 2009/09 20 
DLT 内 蒙古 达 拉 特 Dalate, Inner Mongolia 玉米 Com 40.32°N, 110.45°E 2009/08 20 
KEQ 内 蒙古 科尔沁 Kergin, Inner Mongolia 玉米 Com 42.25°N, 119.25*E 2009/08 20 
HL 内 蒙古 和 林 格 尔 Helinger, Inner Mongolia 玉米 Com 40.30°N, 110. 13*E 2009/08 20 
YQ 北京 延庆 Yanging, Beijing 玉米 Com 40.27°N, 115.93*E 2009/07 20 
YC 山西 榆 次 Yuci, Shanxi 玉米 Com ”37.40°N, 12.42°E 2010/07 20 
DT 山西 大 同 Datong, Shanxi 玉米 Com 39.00°N, 112.25*E 2010/08 20 
XF 山西 忻 府 Xinfu, Shanxi 玉米 Com 38.10°N, 110. 88°E 2010/08 20 
SC 山西 朔 城 Shuocheng, Shanxi 大 豆 Soybean 39.08°N, 111. 88°E 2010/08 20 
QX 河南 淇 县 Qixian, Henan 玉米 Com 35.54°N, 114. 11?E 2010/07 20 
YLC 陕西 杨陵 Yangling, Shaanxi 玉米 Com 34.20°N, 107. 65*E 2009/09 20 
YLR 陕西 杨陵 Yangling, Shaanxi $ M Radish 34.20°N, 107.65°E 2009/09 20 


K 30 s, 72% 延伸 1 min); 最 后 72% 10 min。 反 应 

结束 后 每 个 样品 各 取 5 uL PCR 产物 , T 1.090 B533i 
糖 凝 胶 进 行 电泳 检测 。 电 泳 结果 在 Dolphin-DOC 
( Wealtec Corp. ) 凝 胶 成 像 系 统 下 拍照 记录 , 确定 成 

功 扩 增 后 将 PCR 产物 送 交 公司 进行 正 同 测序 。 

1.4 COI 基因 序列 整理 及 分 析 

用 Chromas 软件 读 取 序列 , 在 DNAMAN 上 进 
行 多 序列 同 源 比 对 处 理 , 并 辅 以 人 工读 取 和 校对 ， 
将 所 得 序列 在 NCBI 网 站 上 进行 BLAST 比 对 、 
确认 。 

应 用 软件 DnaSP5.0 ( Librado and Rozas, 2009) 
计算 种 群 的 变异 位 点 百分比 、 各 种 群 单 倍 型 数 、 单 
倍 型 多 样 性 Hd、 核 车 酸 多 样 性 指数 Pi、 核 车 酸 平 
均 差 异 数 (Jukes-Cantor) , Pp RE H 1% H Bë oe E 





Dxy、 核 苷 酸 平 均 差 异 数 Kxy、 种 群 间 遗 传 分 化 程度 
参数 Fst 和 Gst, 种群 间 的 基因 流 Nm 等 分 子 遗 传 学 
参数 ， 并 进行 中 性 检验 (Kimura，1983; Tajima, 
1983, ，1989 ) 。 

用 MEGA 4.0 软件 (Tamura et al., 2007) , 采用 
最 大 简约 法 (maximum parsimony, MP). 、 邻 接 法 
( neighbor joining, NJ) (基于 Kimura’ s -2-parameter 
模型 ) 和 最 小 进化 法 ( minimum evolution, ME), 
Bootstrap 1 000 次 重复 检验 , 构建 单 倍 型 系统 发 生 
树 。 选 取 天 牛 科 黄 星 天 牛 Psacothea hilaris CO I 3€ 
因 序 列 作 外 群 。 并 计算 不 同 单 倍 型 间 的 遗传 距离 
(基于 Kimura-2-Parameter 模型 )。 利 用 Arlequin 
3.11 软 件 (Excoffier et al., 2005) 对 种 群 进行 分 子 变 
异 分 析 (AMOVA)。 
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2 结果 与 分 析 


2.1 CO[T 基 因 片 段 的 测序 与 序列 分 析 

分 别 以 26 个 种 群 的 515 头 个 体 的 DNA 为 模板 
进行 线粒体 CO IL AED Hr Ez BJ PCR 扩 增 得 到 520 bp 
左右 的 片段 产物 , 经 电泳 检测 确认 为 目的 条 之 。 经 
多 重 序 列 比 对 后 , 去 挥 两 端 测序 误差 大 的 区 域 , 均 
得 到 长 度 为 484 bp BJ Hr Ez ç 

分 析 比 较 515 条 序列 , 同 源 性 均 在 98% 以 上 ， 
序列 对 齐 后 无 碱 基 缺 失 或 插入 现象 。 在 484 bp 长 
度 的 区 域内 保守 位 点 (conserved sites) 有 456 F, AE 
异 位 点 (variable sites) 有 28 个， 变异 百分率 为 
5.896 ,突变 总 数 (total number of mutation) 为 29, 
EH A AMA (singleton variable sites) 8 个 ; 简约 信 
县 位 点 20 个 。 变 异 位 点 中 转换 / 题 换 率 ( 有 人) 为 
3.788 。 在 碱 基 组 成 上 上，COI 基 因 的 碱 基 平 均 含 量 
W A 34.796, T E 41.396, G d 101.296, C jh 
12.896, A «T5 76.096 , G C | 24.096 ,表现 出 
明显 的 A/T isi d [8] TE 
2.2 单 倍 型 、 核 背 酸 多 样 度 及 中 性 检验 分 析 

所 有 样本 515 头 个 体 中 共 检 测 出 15 种 单 倍 型 
( Haplotypes ) 分 别 命 名 为 CO I[-Hapl - Hapl5 
(GenBank 登录 号 : HQ909339 ~ HQ909353) 。 统 计 
各 种 群 单 倍 型 数 ( 表 2), 其 中 有 7 个 种 群 具有 3 种 
单 倍 型 , 有 8 个 种 群 由 2 种 单 倍 型 组 成 , 有 11 个 种 
群 仅 由 1 种 单 倍 型 组 成 。 在 15 种 单 倍 型 中 出 现 频 
率 最 高 的 是 Hapl ， 占 全 部 个 体 的 86.02% (443/ 
515) , 除 辽 宁 凤 城 种 群 (FC) 外 的 其 余 25 个 种 群 都 
具有 该 种 单 倍 型 , HA 9 个 种 群 的 全 部 个 体 均 属于 
这 种 单 倍 型 ; 其 次 出 现 频率 较 高 的 单 倍 型 为 Hap5, 
占 总 个 体 数 的 3.69% (19/515), 且 该 种 单 倍 型 仅 
现 于 风 城 种 群 (FC); 单 倍 型 Hap8 有 15 头 个体 ; 
Hap14 有 13 头 个 体 且 均 为 延庆 种 群 (YQ) ; Hap4 有 
10 头 个 体 ; Hap2 有 6 AAR, 其 他 单 倍 型 均 仅 出 
现 1 次, 属于 稀有 单 倍 型 。 在 这 15 种 单 倍 型 中 , 没 
有 所 有 种 群 都 共 至 的 单 倍 型 。 

由 单 倍 型 之 间 的 遗传 距离 ( 表 3) ,可 知 不 同 单 
倍 型 的 遗传 距离 在 0. 002 ~ 0. 228 之 间 , 平均 遗传 
iB E 0.043, 

总 种 群 单 倍 型 多 样 度 (haplotype diversity, Hd) 
353 0.257 , ZARLI (nucleotide diversity, Pi) 为 
0.00389, 4% PF RY I5 2% pX (average number of 


nucleotide differences, K) X 1. 880, 不 同 地 理 种 群 
的 单 倍 型 多 样 度 在 0.1 ~0.515 之 间 , BERS EE 
度 在 0. 00021 ~ 0. 01469 Z šJ, 核 苷 酸 平均 差异 数 
在 0.1 ~7.11053 范围 内 ( 表 2), 仅 具 有 1 种 单 倍 型 
的 种 群 以 上 各 项 参数 均 为 0( 表 中 未 列 ) 。 

Tajima’ s D 中 性 检验 结果 表明 ( 表 2), REA 
方 双 斑 长 足 蛋 叶 甲 总 体 上 在 较 近 的 历史 时 期 未 经 历 
明显 的 种 群 扩张 , 检验 结果 虽然 为 负 值 但 不 显著 
(P>0.10)。 对 各 个 种 群 而 言 , KE YC, MHK, FC 
fll YQ 4 个 种 群 中 性 检验 结果 显著 外 (P<0.05 或 
P «0.01) , 其 他 种 群 均 不 显著 (P >0.10)。 

2.3 各 CO[ 单 倍 型 之 间 的 系统 进化 和 单 倍 型 距 
离 分 析 

15 种 单 倍 型 与 一 个 外 群 构 建 的 MP, NJ 和 NE 
系统 发 生 树 (图 1 -3), 3 种 构建 进化 树 的 方法 均 表 
HH: 双 斑 长 足下 叶 甲 CO 本 基因 15 种 单 倍 型 均 明 显 
与 外 围 群 分 开 , 旦 分 为 两 大 分 支 。Hap14 和 Hap15 
的 个 体 均 采 目 延庆 (YQ) ，Hapl0 仅 为 1 头 梅 河口 
(CMHK) 个 体 。 各 个 分 支 的 聚集 状态 与 各 单 倍 型 之 
间 的 遗传 距离 一 致 (文中 未 列 出 数值 ) 。 

不 同系 统 发 育 树 的 构建 有 一 定 的 特定 条 件 ， 
此 有 一 定 的 适用 范围 。 同 时 采用 多 种 方法 构建 系统 
树 ， 几 种 方法 得 到 一 致 的 系统 进化 树 , 可 以 大 大 提 
高 分 析 结 果 的 可 靠 性 ( 方 雪 梅 , 2009) 。 从 以 上 3 种 
方法 构建 的 进化 树 并 结合 不 同 单 倍 型 之 间 的 遗传 距 
离 ( 表 3) 可 知 , 3 种 方法 没有 明显 的 优 劣 区 分 ， 而 
HH 3 种 聚 类 树 均 表明 , 各 单 倍 型 处 于 平行 地 位 。 
2.4 不 同 地 理 种 群 遗 传 多 样 性 及 遗传 分 化 分 析 

总 种 群 的 Fst (Hudson et al., 1992) 为 0. 585, 
基因 流 Nm 73 0.35, Gst 为 0.417。 各 种 群 间 的 核 音 
酸 差异 数 (Kxy) 在 0 ~0.0252 之 间 , 平均 值 为 
0.0039; EHE SE BE(Dxy) TE - 0.0002 ~0.0169 
范围 内 , 平均 值 为 0.0023; 遗传 分 化 系数 (Gsi) 在 
-0.0218 ~ 工 之 间 ， 其 平均 值 为 0.2857; 种 群 间 固 
定 系数 (Fst) 在 -0. 0427 ~ 0. 9419, 平均 值 为 
0. 1653, 

通过 AMOVA 分 子 变异 分 析 结 采 可 以 看 出 ( 表 
4) ,本 人 研究 中 26 个 双 斑 长 中 蛋 叶 甲 种 群 间 的 方差 
组 分 为 0.5629, 占 方差 比率 的 58. 58% ; 种 群 内 部 
的 方差 组 分 为 0.3979， 占 方差 比率 的 41.42%, H. 
差异 极 显著 (P<0.0001)，, 说 明 中 国 北方 双 斑 长 中 
营 叶 甲 的 遗传 分 化 主要 来 自 种 群 之 间 。 再 次 说 明 部 
分 种 群 之 间 已 经 产生 了 明显 的 遗传 分 化 。 
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Number of 
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Table 2 COI haplotype diversity, nucleotide diversity and Tajima’ s D neutrality test in 


haplotypes (h) 


3 


N N N N N N N UQ O 


mJ 
UA 


different geographic populations of Monolepta hieroglyphica 


单 倍 型 多 样 度 ”核酸 苷 多 样 度 核 车 酸 平均 差异 数 
Haplotype (gene) Nucleotide Average number of Tajima' s D 


diversity ( Hd) diversity (Pi) ^ nucleotide differences ( K) 


中 性 检验 显著 性 


Statistical significance 


0.279 0. 00099 0. 479 -1.158 不 显著 Not significant, P >0. 
0.279 0. 00095 0. 458 — 0. 440 不 显著 Not significant, P >0. 
0.195 0. 00207 1. 000 - 2.256 = ,P< 0.01 
0.195 0.00368 1.779 -2.251 = , P« 0.01 
0.195 0. 00041 0. 200 -1.513 不 显著 Not significant, P >0. 
0.353 0.00520 2.516 - 0. 376 不 显著 Not significant, P >0. 
0.511 0.01469 7.111 2.143 *, P«0.05 
0.386 0. 00099 0.477 — 0.438 不 显著 Not significant, P >0. 
0.189 0.00352 1.705 -1.127 不 显著 Not significant, P >0. 

0.1 0.00186 0. 900 -2.219 = , P «0.01 

0.1 0. 00021 0. 100 - 1.164 不 显著 Not significant, P >0. 

0.1 0. 00021 0. 100 - 1.164 不 显著 Not significant, P >0. 
0.337 0. 00626 3.032 0.671 不 显著 Not significant, P » 0. 
0.189 0. 00039 0. 189 —- 0. 592 不 显著 Not significant, P >0. 
0.515 0. 00106 0.515 1.472 不 显著 Not significant, P » 0. 
0.257 0. 00389 1. 880 -1.450 不 显著 Not significant, P >0. 





= 差异 极 显 著 (P <0.01) Extremely significant difference (P «0.01) ; * 差异 显著 (P<0.05) Significant difference (P «0.05). 
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Table 3 The distance of different haplotypes from Monolepta hieroglyphica 
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Hap4 | Hap»  Hap6 Hap7 Hap8 Hap9 Haplo Hapll Hapl2 Hapl3 Hapl4  Hapl5 


0.002 - 

0.021 0.019 - 

0.021 0.019 0.008 - 

0.017 0.015 0.004 0.004 - 

0.021 0.019 0.008 0.004 0.004 - 

0.032 0.03 0.036 0.036 0.032 0.034 - 

0.021 0.019 0.008 0.004 0.004 0.004 0.036 - 

0.021 0.019 0.008 0.004 0.004 0.004 0.036 0.004 - 

0.021 0.019 0.008 0.004 0.004 0.004 0.036 0.004 0.004 - 

0.032 0.03 0.036 0.036 0.032 0.034 0.004 0.036 0.036 0.036 - 
0.03 0.027 0.034 0.034 0.03 0.032 0.002 0.034 0.034 0.034 0.002 - 
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图 1 最 大 简约 法 (MP) 构 建 的 双 斑 长 足 曹 叶 甲 COE 单 倍 型 系统 树 ( 以 黄 星 天 牛 作 外 群 ) 
Fig. 1 Maximum parsimony phylogenetic tree of Monolepta hieroglyphica CO I| haplotypes with Psacothea hilaris as the outgroup 
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图 2 BAN) PJEEISDOUXEI BE si HI CO RAR 2 BEBE ( 以 黄 星 天 牛 作 外 群 ) 
Fig. 2 Neighbor joining phylogenetic tree of Monolepta hieroglyphica CO I haplotypes with Psacothea hilaris as the outgroup 
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图 3 ”最 小 进化 法 (ME) 构 建 的 双 斑 长 足 董 叶 甲 COE 单 倍 型 系统 树 ( 以 黄 星 天 牛 作为 外 和 群 ) 


Fig. 3 Minimum evolution phylogenetic tree of Monolepta hieroglyphica CO II haplotypes with Psacothea hilaris as the outgroup 


表 4 OUBEIKHBERUT FR 26 个 种 群 线粒体 CO I 基 因 的 分 子 变异 分 析 
Table 4 Analysis of molecular variance ( AMOVA ) of mitochondrial CO I gene in populations of Monolepta hieroglyphica 


种 群 间 Among populations 25 


变异 来 源 H H J 平方 和 
Source of variation df Sum of squares 
288.661 
种 群 内 Within populations 489 194. 587 
总 变异 Total 514 483. 249 
3 讨论 


本 研究 基于 mtDNA CO 本 基 因 片 段 进行 分 析 ， 
探索 了 中 国 北方 双 斑 长 足 苔 叶 甲 种 群 遗 传 多 样 性 水 
平 以 及 不 同 地 理 种 群 之 间 的 遗传 分 化 关系 。 在 长 度 
为 484 bp 的 515 条 序列 中 , CO 了 [基因 片段 的 A+T 
含量 为 76.0% , 符合 Jermiin 和 Crozier (1994) 的 研 
究 结 果 , 他 们 认为 昆虫 线粒体 CO TE AE BST] A + T @& 
量 存在 明显 的 进化 趋势 , 即 昆 虫 低 等 的 目 到 高 等 的 
目 A+T 人 含量 有 逐渐 增加 的 趋势 ( 杨 瑞 生 等 ， 
2008 ) 。 

15 种 单 倍 型 之 间 序 列 相 似 度 均 达 98% 以 上 ， 


方差 组 分 方差 比率 (% ) P 值 
Variance components Percentage of variation P value 
0.5629 Va 58.58 « 0.0001 
0.3979 Vb 41.42 « 0.0001 
0. 9608 100 


各 种 群 的 核 甘酸 差异 数 (Kxy) 的 平均 值 为 0.00394; 
VE BIS BE (Day) 的 平均 值 为 0.00231, 说 明 不 同 
地 理 种 群 间 在 CO 工 基 因 水 平 上 虽然 相似 性 很 高 ， 
但 已 经 出 现 一 定 程 度 的 遗传 差异 , 这 可 能 与 双 斑 长 
踢 怪 叶 甲 不 同 地 理 种 群 所 处 的 生态 和 地 理 环境 
ARo 

所 有 种 群 中 存在 1 种 单 倍 型 的 种 群 有 11 个 ， 
其 他 15 个 种 群 均 出 现 2 种 或 2 种 以 上 的 单 倍 型 ， 
可 见 双 斑 长 中 下 叶 甲 大 部 分 种 群 具 有 一 定 水 平 的 遗 
传 多 样 性 。Hapl 是 出 现 频率 最 高 的 优势 单 们 型 ( i 
所 有 试验 个 体 的 86. 02% ) ， 除 辽宁 省 凤 城 种 群 
(FC) 外 , 其 余 25 个 地 理 种 群 均 共 享 单 倍 型 Hapl , 
由 此 推测 该 单 倍 型 在 系统 发 生 上 较为 原始 , 并 且 能 
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够 在 种 群 中 稳定 存在 。 各 地 理 种 群 的 单 倍 型 多 样 性 
及 单 倍 型 组 成 种 类 在 地 理 分 布 上 没有 呈现 出 明显 的 
规律 性 , 东北 三 省 和 华北 地 区 均 有 多 种 单 倍 型 存 
TE, 但 地 处 中 原 的 河南 省 淇 县 种 群 (QX) 和 西北 地 
区 的 2 个 陕西 杨陵 种 群 (YLCAYLR ) 都 仪 由 Hapl 一 
种 单 倍 型 组 成 ,从 其 结果 上 看 , 陕西 杨陵 的 2 个 种 
群 虽然 采 目 不 同 寄主 (玉米 / 葛 卜 ) ,并 没有 表现 出 
任何 遗传 差异 。 采 目 山 西 中 北部 3 个 相 邻 地 区 不 同 
寄主 的 大 同 种 群 (DT, 玉米 ) ， 朔 城 种 群 (SC， 大 
豆 ) 和 忻 府 种 群 (XF, 玉米 ) 中 ，XF 所 有 个 体 ，SC 
中 18 个 和 DT 中 16 个 个 体 均 属于 Hapl, SC 剩余 的 
2 个 和 DT 剩余 的 4 个 均 属 于 Hap4, 可 见 , 地 理 位 
置 较 近 的 区 域 种 群 虽然 采 目 不 同 寄主 作物 ， 其 单 倍 
型 分 布 是 比较 单一 的 , 没有 明显 的 遗传 分 化 。 采 目 
黑龙 江 讷河 种 群 (INH, 大 豆 ) 的 18 个 个 体 也 均 属 于 
Hapl。 绪 合 以 上 结果 , 推测 来 目 不 同 寄主 的 种 群 并 
没有 表现 出 太 大 的 遗传 分 化 差异 , 而 旦 几乎 都 属于 
原始 单 倍 型 。 据 报道 , ¿F+ TELA S BJ CUN + 2 WE 
Ostrinia nubilalis 已 分 化 成 “玉米 型 和” 艾 蒿 型 ”2 
种 寄主 型 , 2 种 寄主 型 之 间 已 经 产生 了 生殖 隔离 ， 
发 现 不 同 寄主 作物 上 分 布 的 种 群 间 有 具 有 明显 的 遗传 
分 化 (Thomas et al., 2003; Malausa et al., 2007 ) 。 
寄主 分 化 是 否 会 导致 双 斑 长 足 蝇 叶 甲 在 遗传 水 平 上 
的 明显 分 化 , 这 个 问题 的 解答 还 需要 将 来 扩大 寄主 
采集 范围 , 并 增加 种 群 数量 来 进一步 研究 验证 。 
通常 认为 , Nm >4 表明 种 群 间 的 基因 交流 比较 
充分 , # Nm «1 则 表明 种 群 可 能 是 由 于 遗传 漂 变 
而 出 现 了 遗传 分 化 ( Allendorf, 1983) , 本 研究 中 总 
种 群 的 基因 流 Nm Jy 0. 35(Nm «1) ,说明 双 斑 长 跌 
军 叶 甲 各 种 群 之 间 基 因 交 流程 度 很 低 。 分 子 变异 分 
析 结 果 表 明 来 自 种 群 之 间 的 遗传 变异 (58.58% ) 大 
于 来 自 种 群 内 部 个 体 间 的 变异 (41.42% ) ， 此 结 
也 反映 出 种 群 间 的 基因 交流 不 频繁 ,部 分 种 群 间 已 
经 产生 了 明显 的 遗传 分 化 。 至 于 双 斑 长 足 履 叶 甲 的 
成 虫 扩散 在 多 大 程度 上 会 导致 不 同 种 群 间 的 基因 交 
流 , 由 于 国内 外 没有 双 斑 长 足 蛋 叶 甲 成 虫 扩散 等 方 
面 的 详细 研究 ， 尚 不 能 推断 。 田 间 观 察 表明 ， 双 斑 
KIEA RRE KAREI, 1 次 飞行 1 ~5 m ( + 
立 仁 等 , 2006) , 也 有 1 次 可 飞行 10 m 以 上 的 报道 
( 冯 祷 和 ，1992)。 国 外 在 玉米 根 有 雷 叶 甲 Diabrotica 
virgifera virgifera LeConte 成 虫 的 扩散 人 研究 方面 , 通 
过 田间 观察 和 风 洞 试验 表明 , PRA D, + OKT së tH Hi 
定 问 远 距 离 飞 行 , 但 其 成 虫 善 飞 ,， 一 次 可 飞 24 km, 
每 天 可 飞 近 40 km,， 飞 离 其 羽化 地 块 活动 的 肉 甲 虫 


比 雄 甲虫 多 (Toepfer et al., 2005) 。 此 外 , + KAR YE 
叶 甲 成 虫 可 随 气 流 扩 散 , 北美 的 夏季 风暴 可 将 其 市 
到 数 十 公里 外 , 这 或 许 是 玉米 根 下 时 甲 横 蜂 美国 玉 
米 种 植 区 的 原因 (Spencer et al., 2009) 。 双 斑 长 跌 
"EE OBS VXHBEZJ AA SS, 但 寿命 长 ,党 在 不 
同 寄主 植物 间 转 移 ( 冯 祥和, 1992) ,同时 ,也 不 能 
排除 其 能 随 气 流 扩散 的 可 能 , 因此 ,如 采 这 种 扩散 
在 适宜 的 条 件 下 连续 发 生 , 经 过 一 定时 间 后 , 很 有 
可 能 使 得 相 邻 的 地 理 种 群 之 间 发 生 基因 交流 , 但 由 
于 不 同 地 理 位 置 特定 的 环境 及 生态 因素 , 仍 会 使 不 
同 地 理 种 群 出 现 不 同 程 度 的 遗传 差异 。 

Tajima’ s D 检验 作为 对 自然 选择 的 一 项 中 性 检 
验 , 可 以 在 一 定 程 度 上 反映 出 生物 种 群 数量 变化 动 
态 的 历史 。 检 验 值 为 正 值 , 第 反映 出 种 群 数量 的 消 
减 、 种 群 分 化 成 亚 种 群 、 经 历 了 近期 的 瓶颈 效应 ， 
或 种 群发 生 大 规模 迁移 ; 而 检验 值 为 负 值 , 通常 可 
能 说 明 在 较 近 的 历史 时 期 发 生 了 种 群 增长 或 者 较 
yu HJ £ #E Y R xx» ( Maruyama and Fuerst, 
1985). ORDDUBEIS EBE HH 26 个 试验 种 群 进 行 中 性 
检验 的 结果 发 现 ， 总 种 群 和 大 部 分 种 群 的 Tajima' s 
D 检验 值 为 负 值 , 有 旦 结果 不 显著 , 据 此 推测 在 我 国 
北方 该 害虫 在 较 近 的 历史 时 期 没有 出 现 种 群 扩 张 和 
持续 增长 模式 , 种群 大 小 保持 相对 稳定 状态 。 

和 董 叶 甲 亚 科 的 昆虫 目前 已 经 上 升 为 一 种 重要 的 
农林 业 害 虫 , 由 于 其 食性 广 、 种 类 多 和 广泛 的 分 布 
使 其 成 为 探讨 研究 昆虫 起 源 、 与 植物 协同 进化 的 理 
想 材 料 , 对 该 类 群 的 研究 具有 重要 的 经 济 和 理论 意 
SCR AIR, 2010). 。 由 于 目前 对 叶 甲 科 昆虫 的 
研究 还 不 够 深入 , 和 董 叶 甲 亚 科 各 属 级 之 间 的 亲缘 关 
系 一 直 以 来 存在 争议 , 因此 , 通过 分 子 生物 学 方法 
来 妍 究 该 类 群 的 系统 发 育 关 系 十 分 重要 。 

本 人 研究 仅 限 于 我 国 北方 采样 ， 除 河南 淇 县 种 群 
(QX) 和 陕西 杨 院 种 群 (YLCAYLR ) 属 黄 淮 海 夏 玉米 
区 外 , 其 他 23 个 种 群 均 属 北方 春播 玉米 区 , 且 仅 以 
线粒体 COI 基 因为 分 子 标记 进行 检测 。 因 此 大 要 
全 面 了 解 我 国 双 斑 长 足 蛋 叶 甲 的 遗传 多 样 性 以 及 地 
理 遗 传 分 化 程度 及 分 化 格局 , 在 今后 的 研究 中 , 应 
进一步 扩大 该 害虫 地 理 种 群 采 样 范围 和 样本 量 , 并 
辅 以 其 他 分 子 标记 检测 方法 ,这样 才能 够 为 掌握 该 
害虫 的 发 生动 态 、 制 定 合 理 的 防治 策略 提供 更 为 全 
面 的 种 群 分 子 遗 传 学 方面 的 数据 。 
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